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研究成果の概要（和文）：本研究では、医薬品開発における動物実験削減を目指した新たな生体代謝機能アッセイプラ
ットフォームの実現に向けた基盤技術開発を実施した。マイクロ流体デバイス技術を活用することで、肝臓組織の最小
構成単位である肝細胞索の微小構造を再現するための細胞三次元培養技術や、生体内臓器間相互作用を考慮した肝代謝
機能評価系を確立し、オンチップ肝代謝モデルのプラットフォーム化の礎を築いた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have established novel microfluidic technologies toward an in 
vitro metabolism assay platform as an alternative method of animal tests. 1) A fabrication method of an en
capsulated three-dimensional cell structure in the microfluidics has been proposed to construct the metabo
lism model by a biomimetic approaches. 2) An microfluidic device to evaluate functions of the metabolism m
odel has been developed, and the performance of the device was successfully tested using a prodrug. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
肝細胞を用いたアッセイは、化学物質の有

効性や安全性を予測するための有効な手段
となっているが、従来の培養実験系では培養
環境が生体内と大きく異なるため、細胞機能
を維持することができず、細胞動態の正確な
予測が困難である。この問題を解決するため
に、生体外マトリックスによるサンドイッチ
培養法や肝細胞と非実質細胞との共培養法、
スフェロイド形成による三次元培養などが
提案されている。これらの方法によって初代
培養細胞の長期間培養や機能維持は実現さ
れつつあるものの、毛細胆管形成などの構造
的機能の維持は実現されていなかった。 
 一方、µTAS（Micro Total Analysis Systems）
の研究分野では、マイクロ流体デバイスを細
胞研究関連分野に応用する試みが世界的に
進められていた。研究代表者も臓器由来細胞
を培養・分析することのできるマイクロ流体
デバイスの開発を進めており、肝臓の機能を
果たす最小単位である肝細胞策モデルデバ
イスを開発していた（Y. Nakao, H. Kimura, 
et. al., Biomicrofluidics, 2011）。しかし
ながら、この肝細胞策モデルデバイスでは、
肝細胞の長期機能維持が困難であることと、
肝代謝機能評価が困難であるという課題を
抱えていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、医薬品開発における動物実験

の削減を目指した新たな生体代謝機能の評
価系として、in vitro 肝代謝モデルデバイス
の実現を目的としている。これに向けて本研
究課題では、マイクロ流体デバイス技術を活
用したバイオミメティクス的アプローチに
よって、in vitro での肝細胞の機能維持とそ
の評価が可能な肝細胞アッセイプラットフ
ォームの基盤技術を構築する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、肝細胞モデル構築のための基
盤技術として、細胞包埋ゲルビーズ作製技術
の確立と、肝細胞モデルの代謝機能評価を実
現するためのマイクロ流体デバイスの開発
を実施した。下記にそれぞれの詳細を記す。 
 
３．１．細胞包埋ゲルビーズの作製検討 
本研究では、バイオミメティクス的アプロ

ーチとして、3-4 個の細胞を包埋したマイク
ロビーズを肝細胞策構造に模倣した微小流
路へ導入して三次元肝細胞策構造を実現す
ることで、肝細胞の長期機能維持を目論んで
いる。 
これまでに、マイクロ流体デバイスを用い

て細胞を包埋することのできるアルギン酸
マイクロビーズを作製する方法は提案され
ていたものの、提案された手法で作製可能な
アルギン酸マイクロビーズの直径は約 100～
500 µmであった(E. Kang, et. al., Lab Chip, 
2010)。細胞直径を約 20 µm とすると、細胞

3-4 個を包埋することのできるビーズサイズ
は、幾何学的な計算から約 65 µmと見積もら
れた。これを実現するために、マイクロ流体
デバイスの流路デザイン、流量比や試薬量を
最適化することにより、ビーズサイズを厳密
に制御し、効率よく 100 µm 以下のアルギン
酸マイクロビーズを作製できるデバイスの
実現を目指した。 
図 1に、本研究で開発したマイクロ流体デ

バイスの概略図を示す。本デバイスは、アル
ギン酸ナトリウム水溶液用の流路とオイル
用の流路、さらにアルギン酸の固化反応のた
めの流路で構成されており、それぞれ溶液導
入用ポートやビーズ回収用ポートが設けら
れている。アルギン酸ナトリウムは塩化カル
シウムと反応して固化する性質がある。この
性質を利用してアルギン酸ナトリウム水溶
液を塩化カルシウム含オイル溶液と混液部
でビーズを形成した後に反応させ、固化させ
ることでアルギン酸マイクロビーズを作製
する。混液部付近の流路幅と流路深さは、い
ずれも 100 µm とした。デバイスは既存のマ
イクロファブリケーション法によって作製
した。 
 

 
図 1 デバイスデザイン 

 
マイクロビーズサイズ制御のための最適

化検討として、アルギン酸ナトリウム水溶液
と塩化カルシウム含オイルを用いたアルギ
ン酸マイクロビーズ作製実験を実施した。本
実験では、マイクロビーズサイズに影響を与
えると予測されたオイルに含まれる界面活
性剤の量と水溶液-オイルの流量比を最適化
検討項目とした。  
 

３．２．肝代謝モデル機能評価系の構築 
 本研究では、肝細胞モデルの代謝機能評価
系として、機能集積型のマイクロ流体デバイ
スも開発した。肝代謝モデルを評価するため
には、薬剤が投与されてから効果を発揮する
までの薬物動態をデバイス上で再現する必
要がある。本研究では、肝代謝モデルとその
薬剤ターゲットとなる病態臓器モデルを単
一のデバイス上に集積化し、代謝機能評価を
簡便に実施することのできるデバイスの開
発とその評価を実施した。本研究では、臓器
の中でも全血液が流入し、生体内でも極めて



重要な臓器である肺を肝代謝モデル機能評
価のための薬剤ターゲット病態臓器とした。
血流を送り出す役割を果たす心臓モデルと
してスターラ型のマイクロポンプを集積化
することで、閉ループ系でのオンチップ灌流
培養を可能とした。図 2に開発したデバイス
の写真を示す。 

 

図 2 肝代謝モデル機能評価デバイス 
 
本研究では、肝代謝モデルとしてヒト肝癌

由来細胞株 HepG2 を、肺癌モデルとしてヒト
肺癌由来細胞株 A549 を用いた薬物動態評価
実験を実施した。本実験では、薬剤モデルと
してプロドラッグであるテガフールを用い
た。テガフールは肝臓細胞の酵素で代謝され
ることによって抗癌作用を持つ 5-フルオロ
ウラシルに変化する薬剤物質である。本実験
では、肝代謝モデルの代謝機能評価として肝
代謝モデルと肺癌モデルを導入したデバイ
スと、肺癌モデルのみを導入したデバイスに
おける肺癌モデル細胞の生存率を計測する
ことで、本肝代謝モデルの薬物代謝機能評価
系としての評価を行った。 
 
４．研究成果 
４．１．マイクロビーズ作製条件の最適化 
開発したデバイスを用いて界面活性剤添

加量と各溶液の流量比に関する詳細な条件
検討を実施した。まず、オイルに界面活性剤
を添加しない場合には流量比を変更しても
水溶液とオイルが層流を形成してしまい、マ
イクロビーズが作製されないが、界面活性剤
を添加することによって、流路内でマイクロ
ビーズが作製可能であることがわかった。こ
のことからマイクロビーズを作製するため
には、オイルへの界面活性剤添加が必須であ
ることが示唆された。図 3に界面活性剤添加
量17 mg/mlと33 mg/mlの時に、流量比を1:1、
1:5、1:10 と変更した場合に作製されたマイ
クロビーズの様子を示す。実験の結果から界
面活性剤の添加量や溶液の流量比を最適化
することにより、これまで実現されていなか
った 100 µm 径以下のビーズサイズを制御可
能であることが示唆された。また、本研究で
目的とする細胞 3、4 個を包埋するためのマ
イクロビーズ（約 65 µm）を作製できる最適
条件は、界面活性剤濃度 33 mg/ml、流量比
1:5 であることが明らかとなった。当該条件
では、標準偏差が小さいことから安定したビ
ーズ作製が可能である。さらに、このマイク

ロビーズに細胞を包埋することが可能であ
ることも実験により確認済みである。細胞を
包埋したビーズを申請者がすでに提案して
いる肝細胞策形状流路に配列することで、三
次元肝細胞策を実現できると考えられる。 

 

図 3 流路内で形成されたマイクロビーズ 
 
４．２．肝代謝評価デバイスの機能評価 
開発した肝代謝モデル評価デバイスを用

いて実施した薬物暴露試験における肺癌モ
デルの生細胞率を図4に示す。実験結果から、
肝代謝モデル(-)の場合と比して、肝代謝モ
デル(+)の場合では肺癌モデル細胞の生存率
が有意に低くなることが示された。この現象
は、テガフールが肝代謝モデルによって代謝
されて 5-フルオロウラシルに変化し、肺癌モ
デルの細胞に対する抗癌作用を示した結果
であると考えられる。以上の結果から、本デ
バイスを用いて生体で実際に起こりうる肝
代謝機能の再現が in vitro 実験系で実証可
能であることを示すと同時に、肝代謝評価モ
デルとしての十分な機能を有することを確
認した。また、本研究では、肝代謝モデルへ
の応用として、デバイス内における iPS 細胞
の肝細胞分化に関する検討にも着手した。 

 

図 4 薬物曝露試験結果 
 
上記の通り本研究では、オンチップ肝代謝

モデルの実現を目指して、肝細胞の三次元配
列のためのマイクロビーズ作製技術と、肝代
謝機能をオンチップで簡便に評価するため
の機能集積化技術の構築に努め、目標として
いた技術基盤構築とこれらの最適化・評価実
験を行い、一定の知見を得ることができた。
さらに、本研究期間内に、本研究の応用を見
込んでiPS細胞のデバイス内肝細胞分化に関



する検討に着手するに至った点は、特筆すべ
き成果である。本研究で得られた技術や知見
を統合することで、簡便でハイスループット
な肝代謝機能アッセイの実現が期待される。
動物実験の削減が叫ばれている昨今、本研究
で提案するような代替法の確立は社会的貢
献度の高い研究といえる。今後は本研究で確
立した基盤技術を統合し、実用化に向けた統
合アッセイプラットフォームの実現に向け
た研究に取り組んでいく。 
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